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研究成果の概要（和文）：シェーグレン症候群(SS)発症の分子機構を明らかにし、分子をターゲットと
した新規治療戦略を開発する事を目的とした。本研究では、唾液分泌に重要な機能を有するムスカリ
ン作働性アセチルコリン受容体3（M3R）を分子標的として、以下の研究成果を明らかにした。1)SSの
約50%においてM3Rに対する自己抗体とT細胞が存在した。2)M3RのB細胞エピトープは複数あった。3)細
胞外第二ドメインに対する抗M3R抗体は機能抑制する病因抗体であった。4) SS様の唾液腺炎(M3R 
immunized sialadnitis, MIS)を樹立した。5)MISの発症にはIFN-γおよびIL-17産生CD3+T細胞が必須
である。6)MISの主要T細胞エピトープはM3R細胞外第一ドメインであり、単独免疫によりMISを誘導で
きた。 
 
研究成果の概要（英文）：Sjögren’s syndrome (SS) is one of autoimmune diseases.  The purpose of 
this study is to clarify the molecular mechanism in the pathogenesis of SS and establish the new 
therapeutic strategy against target molecule. In this research, we focused on Muscarinic 
acetylcholine receptor 3 (M3R), because this receptor is a functional molecule to produce saliva 
from salivary glands.  Our results are followings.  1) There were anti-M3R autoantibodies and 
M3R reactive T cells in about 50% of patients with SS. 2) The B cell epitopes were on N region, the 
first, the second, and the third extra-cellular domains of M3R molecules. 3) Antibodies against the 
second extracellular domain of M3R were the pathogenic autoantibody to suppress the saliva 
production. 4) We established M3R immunized sialadenitis (MIS) mouse model using M3RKO 
mouse and Rag-1KO mouse. 5) IFN-γand/or IL-17 producing M3R reactive T cells were necessary 
to generate MIS. 6) The dominant T cell epitope of M3R was the first extracellular domain to 
induce MIS. Now we are selecting APL of T cell epitope and near future try to control MIS and SS 
via antigen-specific therapeutic strategy. 
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1.研究開始当初の背景 
 シェーグレン症候群(SS)は、口腔内乾操感や
乾操性角結膜炎を主症状とする自己免疫疾患の
一つであり、腺外所見として間質性腎炎などの
全身の臓器病変も併発する。その病因として各
臓器（唾液腺、涙腺、腎間質など）に浸潤した
CD4 陽性 T 細胞による自己免疫反応が注目され
てきた。この自己反応性 T 細胞の T 細胞レセプ
ター(TCR)を解析すること、さらに、対応自己抗
原を明らかにすることは、自己免疫疾患の発症
機序を解明する上で重要であると思われる。申
請者らは、数の少ない自己反応性 T 細胞を解析
するために分子生物学的戦略を用いて SS 患者
の各臓器内浸潤 T 細胞の TCR 遺伝子を解析し以
下の事実を明らかにしてきた。 
1)口唇唾液腺、涙腺、腎間質に浸潤した T 細胞
は、抗原を認識して増加していた。 
2)口唇唾液腺浸潤 T 細胞が認識する対応抗原は、
臓器非特異的自己抗原として SS-A52kD、
HSP10/60、唾液腺特異的自己抗原としてαアミ
ラーゼとムスカリン作働性アセチルコリン受容
体（M3R）であった。 
 特に M3R 分子は唾液腺上皮に特異的に発現し
ているばかりでなく、アセチルコリンの刺激に
より唾液を分泌する重要な受容体である。さら
に、動物モデルにおいて M3R に対する抗体が唾
液腺分泌を障害することが報告されてきた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、SS 患者において M3R に対する免疫
応答を解析することにより、SS における唾液腺
破壊の発症機序の解明と、SS に対する新しい抗
原特異的治療戦略の開発を目的とした。 
 具体的には、次の三つを研究の主目的とした。 
(1)SS 患者血清中抗 M3R 抗体や M3R 反応性 T 細
胞が存在するか否かについて解析した。さら
に、抗 M3R 抗体の B 細胞エピトープの解析、
唾液腺分泌に対する機能解析を進めた。 
(2)M3R に対する免疫応答が SS 様の唾液腺炎を
発症するか否かを検討する。樹立したマウス
を用いて自己免疫性唾液腺炎発症の分子機
構を明らかにする。 
(3)(2)で樹立した SS モデル動物を用いて、M3R
反応性Ｔ細胞をアナジーに陥らせるアナロ
グペプチド(APL)を選定し、抗原特異的な治
療戦略を確立する。 
 
 本研究の独創的な点は、SS を自己免疫疾患と
してとらえ、M3R 分子をターゲットとした免疫
応答による唾液腺炎発症の分子機構を解明する
点である。さらに、M3R の APL による抗原特異
的治療戦略を開発する点である。 
 
３．研究の方法 
(1)抗M3R抗体のB細胞エピトープと機能解析 
唾液分泌に重要なM3R分子に対する自己抗体に
ついて、B細胞エピトープ解析とそれぞれの抗
体の機能との関連を明らかにするために以下
の研究を行った。 
①抗M3R抗体のB細胞エピトープ解析： 
 SS患者、健常人、それぞれ100名から採取し
た血清を用いる。M3RのN領域（67アミノ酸）、
細胞外第一ドメイン（17アミノ酸）、第二ドメ
イン（25アミノ酸：KRTVPPGECFIQFLSEPTITFGTAI, 
AA212-236）、第三ドメイン（14アミノ酸）を
コードする合成ペプチを作成し、それぞれの抗
原ペプチドに対するELISA法を確立し、抗M3R
抗体のB細胞エピトープを検討した。 
 一方、抹消血におけるM3R反応性T細胞に関し
ては、細胞内IFN-γ産生をフローサイトメトリ
ーで測定した。 
②抗M3R抗体の機能解析： 
 ①で検出されたB細胞エピトープごとの抗
M3R抗体が機能的自己抗体であるか否かを検定
するために、次の方法により抗体の機能を解析
した。アセチルコリンにより刺激された唾液腺
上皮細胞株(HSG)がM3R受容体から細胞内にシ
グナルがはいることをCa influx法やフローサ
イトメトリー法で確認した。SS患者血清から精
製した抗M3R抗体をこのアッサイシステムに加
え、抗M3R抗体の受容体に対する機能を解析し
た。 
③モノクローナルM3R抗体の作成と機能解析： 
 M3RのB細胞エピトープと機能との関連をよ
り直接的に明らかにするために、M3Rの各B細胞
エピトープに対するモノクローナル抗体を作
成した。方法は、C57BL/6マウスに、1)で作成
したヒトM3Rの各抗原を別々のマウスに免疫し、
ハイブリドーマ法を用いてマウスモノクロー
ナル抗体を作製した。選別はELISA法を用いた。
機能解析は、2)で樹立した方法で、抗体のHSG
におけるCa influxへの影響により評価した。 
 
(2) M3R免疫唾液腺炎(M3R immunized 
sialadenitis, MIS)モデルマウスの確立 
①MIS マウスの樹立： 
 M3R に対する免疫応答が SS 様の唾液腺炎を
誘導するか否かを検討するために、M3RKO マウ
スに M3R 分子の N領域、細胞外第一、第二、第
三ドメインの主要領域をコードする合成ペプ
チドを免疫し、脾臓細胞を Rag-1KO マウスに細
胞移入し、唾液腺炎モデルマウス作製を試みた。 
②MIS 発症に係わる細胞解析：  
 M3R反応性T細胞がMIS発症に必須であるか
否かを検討するために、M3RKO マウスの脾細胞
をCD3+T細胞とCD3-細胞にMACSを用いて分画
し、それぞれを Rag-1KO マウスに細胞移入して
唾液腺炎発症を解析した。 
③MIS 発症に係わるサイトカイン解析： 
 M3R反応性T細胞から産生されるどのサイト
カインが MIS 発症に重要であるか否かを検討
するために、1)M3R 反応性 T細胞からのサイト
カイン産生（IFN-γおよび IL-17 など）に関し
て ELISA 法で解析した。2)MIS マウスの唾液腺
組織におけるサイトカイン産生を IF で検討し
た。3)M3RKOx IFN-γKO マウスを作成し、MIS
発症に関して検討した。 
 
(3)M3R免疫唾液腺炎モデルマウスを用いた抗
原特異的治療法の確立 
①M3RのT細胞エピトープ解析： 
 M3R領域を構成するN領域、細胞外第一ド
メイン、第二ドメイン、第三ドメインをコ
ードする合成ペプチドを作成し、in vitro
においてそれぞれに対するT細胞応答をサ
イトカイン産生で検討した。 
②M3RのT細胞エピトープ候補免疫による
MISの誘導： 
 ①で選定したT細胞エピトープ候補を
M3RKOマウスに免疫してMISの発症について
解析した。 
 
４．研究成果 
(1)抗M3R抗体のB細胞エピトープと機能解析 
①抗M3R抗体のB細胞エピトープ解析： 
 M3R分子のN領域、細胞外第一、第二、第三
ドメインに対する自己抗体がSSの約50%に検
出された。M3R分子上の複数のB細胞エピトー
プが存在すること、一症例において1個〜4個
のB細胞エピトープを認識する抗M3R抗体が
存在することが明らかになった。 
 一部のSS患者でM3R反応性T細胞を検討した
結果、約50%において検出された。 
②抗M3R抗体の機能解析： 
 細胞外第二ドメインに対する抗M3R抗体は
Ca influxを抑制した。一方、N領域や細胞外
第一ドメインに対する抗体はCa influxを促
進することが判明した。 
③モノクローナルM3R抗体の作成と機能解析： 
 2種類のモノクローナル抗Ｍ３R第二細胞外
ドメリン抗体を作成することができた。両者と
もIgG2a,K鎖であったがCDR領域のアミノ酸配
列が異なり、異なるB細胞エピトープを認識し
ていると考えられた。HSG細胞株を用いた機能
解析では、ともにCa influxを抑制する病因抗
体と推定された。 
 
(2)M3R 免 疫 唾 液 腺 炎 (M3R immunized 
sialadenitis, MIS)モデルマウスの確立： 
①MIS マウスの樹立：  
 M3R 分子の N領域、細胞外第一、第二、第三
ドメインの主要領域をコードする合成ペプチ
ドを混合免疫した M3RKO マウスの脾臓細胞を
Rag-1KO マウスに細胞移入することにより、SS
類似の唾液腺炎誘導に成功した。 
②MIS 発症に係わる細胞解析：  
 M3RKOマウスの脾細胞由来CD3+T細胞の移入
により単独で MIS を発症した。一方、CD3-細胞
の移入によっては全く MIS を誘導できなかっ
た。このことから、MIS 発症には M3R 反応性 T
細胞が必須であることが判明した。 
③MIS発症に係わるサイトカイン解析： 
 M3R反応性T細胞からは有意なIFN-γおよ
びIL-17産生が認められた。MISマウスの唾液
腺組織においてもIFN-γおよびIL-17発現が
検出された。M3RKOx IFN-γKOマウスにおい
ては、MISの程度が減少した。以上のことか
ら、MIS発症にIFN—γおよびIL-17の両者が関
与している可能性が示唆された。 
 M3RKOxIL-17KOマウスによる検討は現在解
析中である。 
(3)M3R免疫唾液腺炎モデルマウスを用いた抗
原特異的治療法の確立 
①M3RのT細胞エピトープ解析： 
 M3R細胞外第一ドメインが主要なT細胞エ
ピトープであることが判明した。 
②M3RのT細胞エピトープ免疫によるMISの誘
導： 
 M3R細胞外第一ドメインをM3RKOマウスに
免疫しRag-1KOマウスに移入することにより
MISを発症することに成功した。この結果か
ら、MIS発症に係わる細胞はM3R細胞外第一ド
メインを認識するT細胞であることが明らか
にされた。現在、8種類のM3R細胞外第一ドメ
インのAPL候補を作成し、in vitroで選定中
である。 
 今後、M3R のアナログペプチドを用いた SS
の抗原特異的治療に向けた基盤研究を発展さ
せトランスレーショナルリサーチを推進する。 
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